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 ヒスタミンは, 1型アレルギー反応, 胃酸分泌, 神経伝達等の生理的及び病理的状況下におい
 て重要な役割を果たしている生体アミンで, 生体内では, L一ヒスチジン脱炭酸酵素 (HDC) の
 みにより合成される。
 Hbc は, 血球系の中では, 主に肥満細胞と好塩基球に発現している。 本研究の目的は, HDC
 遺伝子の肥満細胞・好塩基球特異的発現調節機構の解明である。 また, HDC は肥満細胞や好塩
 基球の分化に伴って発現 してくるので, この機構を明らかにすることは, 肥満細胞や好塩基球の
 分化のメ カニズム の解明にもつながると考え られる。
 HDCmRNA の発現を比較するために, 上皮系HeLa細胞, 赤血球系 K562 細胞, 肥満細胞株
 HMC-1 及び好塩基球性白血病細胞 KU-812-F の4種類の培養細胞より抽出 した RNA をもちい
 て RNA プロット解析を行った。 HDCmRNA は, HMC-1 と KU-812-F だけに認められた。 また,
 4種類の細胞の単離核を用いたランオ ンアッセイ の結果, HMC-1 と KU-812-F だけに HDC 遺伝
 子の転写が認められた。 これらの結果か ら, HDC 遺伝子の肥満細胞及び好塩基球特異的発現は,
 転写 レベルで調節さ れて いることが明 らかになった。
 次に, HDC 遺伝子の転写に重要なシス配列を見付けるために, 遺伝子上流域 5.9kbをルシフェ
 ラーゼ遺伝子につないだプラスミ ドを HeLa, K562 およびHMC-1 に一過性に発現させた。 その
 結果, 全ての細胞でレポーター活性が認められた。 また, 同プラスミ ドの上流域を様々な長さに
 欠失させた結果, 一57 から一52 に位置する GCbox が重要であることがわかった。 これは,
 GCbox に点変異を挿入したプラスミ ドを用いた実験からも確認された。 次に, GCbox を含む合
 成オリゴプローブを用いて, ゲルシフ トアッセイにて, GCbox に対する核蛋白の結合活性を4
 種類の細胞で比較 した。 過剰量の非ラベルブロー ブおよ び点変異挿入プローブにて消失する遅延
 バンドを, 全ての細胞で同様に認めた。 またこの遅延バンドは抗 Sp1 抗体を加えることにより,
 さらに遅延した。 以上の結果か ら, HDC 遺伝子の基本転写には, GC ボックスが重要であるこ
 とが示唆された。 しか し, 細胞特異的転写には, 他の制御機構の存在が考えられた。 そこで, 細
 胞特異的転写の制御領域を同定するために, HDC 遺伝子の既にクローン化されているイ ントロ
 ンや下流域を 10 個の領域に分け, それぞれを GCbox を含む レポータープラスミ ドに組み込み,
 肥満細胞由来の HMC-1 に一過性に発現させた。 しか し, 転写を活性化する領域は認められなかっ
 た。 このことから, 細胞特異的転写を制御する領域は, 転写開始点から上流一7kb よりさらに上
 流か, あるいは遺伝子の下流 1kb よりさらに下流に存在すると考えられた。
 一過性発現実験やゲルシフ ト法で は精製 したプラ スミ ドや合成オリゴヌ ク レオチ ドを用いてい
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 るので, 遺伝子のクロマチ ン構造やメチル化の影響を知ることはできない。 そこで, まず, プロ
 モーター領域のクロマチ ン構造をヌクレアーゼに対する感受性を指標と して, 4種類の細胞で比
 較した。 単離核を各種ヌク レアーゼで処理 した後, ゲノ ム DNA を抽出 しサザン法にて解析 した。
 HDC を発現 している細胞の HDC 遺伝子プロモーター領域 は, 発現 していな い細胞に比較 して
 DNase I及び, 制限酸素 孟ραZとDrα」 に対して, 感受性が高かった。 この結果からHDC を発現
 している細胞では, 遺伝子のプロモーター領域のクロマチン構造上, トランス因子な どが近づき
 やすくなっており, 特異的に転写が行われる と考え られた。
 また, 遺伝子のメチル化による発現制御について も検討した。 4種類の細胞の HDC 遺伝子の
 シトシンのメチル化の状態を調べるため, 制限酵素 砺απ 及び ルf切」 を用いてサザン法により解
 析した結果, 転写開始点から+30, +2071, +3294 にある砺αIZ 認識配列中のシトシンが HDC
 を発現 している細胞でメチル化されていないことがわかった。 また, Sodium Bisulfite を用い
 た方法によ り, 一167 から+69 の間にある, 全ての CpG 配列中のシトシンが HDC 発現細胞で
 メチル化されていないことがわかった。
 このようなプロモーター領域のメチル化の違いが転写に及ぼす影響を調べるため, HDC プロ
 モーターを含むレポータープラスミ ドを Sssl によりメチル化 し, HeLa 細胞に一過性に発現させ
 た。 その結果, プロモーター領域のメチル化により転写が抑制されることがわかった。 以上の結
 果から, HDC 発現細胞では, プロモーター領域がメチル化されていないために, 特異的に転写
 が行われると考え られた。




 ヒスタミンは, 平滑筋収縮, 血管透過性亢進, 胃酸分泌など強力な生理作用をもつ生体アミン
 の一つである。 前二者においては, 肥満細胞, 好塩基球から放出されたヒスタミンが関与してい
 る。 ヒスタミンは, L一ヒスチジンから脱炭酸により生成され, この反応を触媒するヒスチジン脱
 炭酸酵素 (以下, HDC) の遺伝子は, ヒスタミン産生細胞において発現している。 造血系細胞
 のなかでは, HDC 遺伝子は, 肥満細胞と好塩基球でのみ発現している。 倉増敦朗は, HDC 発現
 の細胞特異性に興味をもち, 培養肥満細胞を用いて研究した。
 まず, 種々の造血系細胞のうちで肥満細胞・好塩基球性細胞 (HMC-1, KU812-F) のみが
 HDC 遺伝子を発現 していることを RNA ブロッ ト法と核ランオン・アッセイ法で確認 した。 次
 に, HDC 遺伝子とルシフェラーゼ遺伝子とを融合させたプラスミ ドを用いて機能解析をおこなっ
 たところ, レポーター活性は, HDC 遺伝子を発現している上記の細胞のみならず, 発現してい
 ない細胞 (HeLa, K562) においても同様に検出された。 また, HDC 遺伝子の上流域を種々の
 長さに欠失させた結果, HDC 発現には GC ボックスが重要であることをつきとめた。
 細胞特異性を規定する因子を明らかにするために, DNA の構造に違いがある可能性を考え,
 DNase Iや制限酵素 (・4ρα 1, Drα 1) に対する感受性を調べたところ, HDC発現細胞では,
 HDC遺伝子のプロモーター領域の感受性が高いことが分かった・ 即ち, 発現細胞では, トラン
 ス作用 因子が接近 しう るよう な遺伝子配列のミクロな環境をとっていることが示唆された。 さら
 に, ゲノム DNAの 砺α ■や M5ρ 1などのエン ドヌクレアーゼ分解や亜硝酸法により CpG 配
 列のメチル化の有無の検討によ り, HDC を発現 している細胞ではプロモーター領域では特異的
 に脱メチル化が起こっていることを突き止めた。 逆に HDC プロモーター領域をメチル化すると
 ルシフェラーゼ・ レポーター活性が低下することも明らかとした。 即ち, プロモーター領域のC
 のメチル化が HDC 遺伝子の発現に機能的に重要である。 これらの結果は, HDC 遺伝子の細胞
 特異的発現機構の一つであることを意味 している。 ヒスタミンが重要な役割を果た しているその
 ほかの HDC 遺伝子発現細胞, 例えば, 胃の ECL 細胞, 中枢のヒスタミンニューロンにおいて
 の検討は大変興味深い。
 以上, 倉増敦朗の研究は, 医学的に非常に重要である生理活性物質ヒスタミンを含有する細胞
 は, 何故, 限られているかという遺伝子発現の細胞特異性という基本的な問題への一つの解答を
 示したものである。 よって, 医学博士号に値すると思量する。
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